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(54) TlUe: METHOD FOR ANALYSIS OF CYTOSINE METHYLATION 

^= (54) Bezelchnung: VERFAHREN ZUR ANALYSE VON CYTOSINMETHYLIERUNGEN 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for analysis of cytosine methylation in DNA, The DNA for analysis is firstly 
^ chemically or enzymatically converted. A promoter is then introduced into the DNA. The DNA is then transformed into RNA. The 
1/^ methylation pattern for the DNA can be determined in various ways by analysis of the RNA. The RNA is preferably chemically or 
ON enzymatically fragmented before the analysis, whereby the fragmentation occurs depending on the methylation pattern of the DNA. 
O Said method is particularly suitable for the diagnosis and prognosis of cancerous diseases and other diseases associated with a change 
in the methylation pattern. 

^ (57) Zusammenfassung: Beschrieben ist ein Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen in DNA. Dabei wird die zu unter- 
O suchende DNA zunSchst chemisch oder enzymatisch umgewandelt. AnschlieBend wird in die DNA ein Promotor eingefuhrt. Die 
O DNA wild dann in RNA tiberfuhrt. t)bcr unterschiedliche Wege kann Uber einc Analyse der RNA auf das Methylierungsmuster der 
^ DNA gcschlosscn wcrdcn. Bcvorzogt wird die RNA vor der Analyse chemisch odor enzymatisch fragmcnticrt, wobci die Fragmcn- 

Oticrung in Abhangigkcit von dcm Methylierungsmuster dor DNA crfolgt. Das cifindungsgcmaBc Verfahren cignct sich insbcsondcrc 
zur Diagnose und Prognose von Krcbscrkrankungcn sowic andcrcr mit cincr Vcrfindcrang dcs Mcthylicrungsmustcrs assoziicrtcn 
!^ Krankhcitcn. 
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Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ana- 
5 lyse von methylierten Cytosinpositionen in DNA- 

Hintergrund der Er£indung 

5 -Methyl cytosin ist die haufigste kovalent modif izierte 

10 Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spieLt eine 
wichtige biologische Rolle, u.a. bei der TranskriE>tions- 
regulation, beim genetischen Imprinting \ind in der Tumor- 
genese (zur Ubersicht: Millar et al . : Five not four: 
History and significance of the fifth base. In: Ttie Epi- 

15 genome, S. Beck and A, Olek (eds.), Wiley- VCH Verlag 
Weinheim 2003, S. 3-20). Die Identif izierung "von 5- 
Methylcytosin als Bestandteil genetischer lnfonnat±on ist 
daher von erheblichen Interesse. Ein Nachweis der Methy- 
lierung ist allerdings schwierig, da Cytosin tind 5- 

20 Methyl cytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten aufwei- 
sen- Viele der herkommlichen, auf Hybridisierung beruhen- 
den Nachweisverfahiren vermogen daher nicht zwischerx Cyto- 
sin und Methylcytosin zu vmterscheiden , Zudem geht die 
Methyl ierungsinformat ion bei einer PCR-Amplif ikation 

25 vollstandig verloren. 

Die herkoininlichen Methoden zur Methylierungsanaly^se ar- 
beiten im wesentlichen nach zwei unterschiedlichen Prin- 
zipien. Ztun einen werden methylierungsspezif isclie Re- 
30 striktionsenzyme benutzt, ziom anderen erfolgt eine selek- 
tive chemische Umwandlung von nicht -methylierten Cytosi- 
nen in Uracil (sog. : Bisulf it-Behandlung, siehe et:wa: DE 
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101 54 317 Al; DE 100 29 915 Al) . Da die Beliandliing mit 
methylierungsspezif ischen Restriktionsenzymen durch die 
Sequenzspezif itat der Enzyme auf bestimmte Seguenzen be- 
schr^nkt ist, wird fur die meisten Anwendungen eine Bi- 
5 sulfit-Behandlung durchgefulirt (zur Ubersicht DE 100 29 
915 Al S.2, Zeilen 35-46) . Die chemisch vorbehandelte DNA 
wird dann meist amplifiziert und kann auf imterschiedli- 
che Weise analysiert werden (zur Ubersicht: WO 02/072880 
S. 1 ff ; Fraga and Esteller: DNA Methylation: A Profile 

10 of Methods and Applications- Biotechniques 33:632-649, 
Sept. 2002) . Eine selektive Amplif ikation nur der methy- 
lierten (bzw. bei umgekehrten Ansatz: unmethylierten) DNA 
kann Ciber die Verwendung methylienmgsspezif ischer Primer 
Oder Blocker erfolgen (sog, methylierungssensitive 

15 PCR/MSP bzw. Heavy Methyl -Verfahren, vgl . : Herman et al . : 
Methylation- specific PGR: a novel PGR assay for methyla- 
tion status of CpG islands. Proc Na:tl Acad Sci USA. 
1996 Sep 3;93 (18) :9821-6; Cottrell et al . : A real-time 
PGR assay for DNA-methylation using methylation- specific 

20 blockers. Nucl . Acids. Res. 2004 32: elO) . Die Detektion 
der Amplifikate geschieht iiber unterschiedliche Verfah- 
ren, etwa Ciber Gelelektrophorese, Ghromatographie , Mas- 
seiispektrometrie, Hybridisierung an Oligomer -Arrays, Se- 
quenzierung, Primer-Extension oder Real -Time- PCR- 

25 Varianten (vgl. Fraga and Esteller 2002 , a. a. o . ) • 

Aufgrund der besonderen biologischen und medizinischen 
Bedeutung der Cytosinmethylierung besteht ein besonderes 
technisches BedCirfnis an sensitiven, einfachen, schnellen 
3 0 und kostengunstigen Verfahren zur Methyl ierungsanalyse . 
Im folgenden ist ein solches Verfahren beschrieben. Dabei 
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erfolgt z\inachst eine Bisulf itumwandlung der DNA. Danach 
wird die bisulf itierte DNA in RNA transkribiert , und die 
Transkripte warden anschlie£end weiter analysiert. Die 
Analyse der Transkripte hat im Vergleich zur Analyse der 
5 DNA mehrere technische Vorteile. So ist 

die RNA etwa filr eine massenspektrometrische Untersuchung 
besser geeignet als DNA (s.u.). Auch kann ein Nachweis 
uber Hybridisierung aufgrund der Einzelstrangigkeit der 
RNA einfacher erfolgen (s.u.)- Weiterhin kann die RNA - 

10 nicht aber die DNA - chemisch oder enzymatisch so frag- 
ment iert werden, dass das Fraginentierungsmuster abh&igig 
von dem ursprunglichen Methyl ierungs status der DNA ist 
(s.u,).. Nicht zuletzt erlaubt die Umwandlung in RJSIA auch 
die Anwendiing von auf Transkription basierenden Amplifi- 

15 kationsverfahren. Dies ist ndt mehreren Vorteilen verbun- 
den (s.u.). 

Zwar sind einzelne der im folgenden beschriebenen beson- 
deren Ausfuhrungsformen bereits fur die Analyse von Muta- 

20 tionen oder Polymorphismen bekannt. Die vorliegende Er- 
findung kombiniert allerdings zvun ersten Mai eine Bisul- 
fitierung mit einer umwandlung der DNA in RNA und einer 
anschlieSenden Analyse der RNA. Der Methylierungsanalyse 
^ wird daher erstmals ein Zugang zu diesen bereits etab- 

25 lierten Technologien zur Nukleinsaureanalytik eroffnet. 
Aufgrund der besonderen Bedeutung der Cytosinmethylierung 
und aufgrund des groSen technischen Bedftrfnis an schlag- 
kraftigen Verfahren zur Methylierungsanalyse stellt das 
Erof fnen dieser Technologie einen bedeutenden technischen 

30 Fortschritt dar. 
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Eine besondere Ausfxihrungsf orm des erf indungsgemaSen Ver- 
fahrens zur Methylierungsanalyse ist dadurch gekennzeich- 
net, dass die bisulf itierte DNA mittels eines auf 
Transkription basierenden Amplif ikationsverf ahrens (TAS- 
5 transcription based amplification system) in RNA umgewan- 
delt wird. - Hierzu gehoren etwa NASBA™, 3SR™ oder TMA"". 
Die Einzelheiten dieser Verfahren sind dem Fachmann be- 
kannt (zur Obersicht: Deiman et al . , Characteristics and 
applications of nucleic acid sequence-based amplification 

10 (NASBA) .Mol Biotechnol 2002 Feb; 20 (2) : 163-79 mit weiteren 
Nachweisen) . Die Anwendung der ' TAS- 

Amplif ikationsverf ahren hat gegenuber den bekannten PCR- 
Verfahren hat mehrere Vorteile, die im Detail in den oben 
zitierten Verdf f entlichungen beschrleben sind. Hierzu 

15 zShlt insbesondere der isotherme Reaktionsverlauf . 

In einer erf IndungsgemSS besonders bevorzugten Ausf<ih- 
riangsform des TAS^Verf ahren erfolgt die Amplif ikation in 
Gegenwart von sog. Blockeroligonukleotiden. Die Blocker 

20 binden an die sog. ^Hintergrund^NukleinsSuren*^ und er- 
schweren deren Amplif ikation. So kann eine Spezifitat- 
serh5hung der Methylierungsanalyse erreicht werden. Unter 
Hintergrund-Nukleinsaure wird diejenige RNA bzw, DNA ver- 
standen, die dieselbe Basenseguenz wie die DNA trSgt, die 

25 nachgewiesen werden soil, allerdings fiber einen anderen 
Methylierungsstatus verfGgt. Bin hSufiges Problem in der 
Methylierungsanalyse, insbesondere bei diagnostischen An- 
wendungen, besteht darin, dass sich in dem Probenmaterial 
neben der nachzuweisenden (etwa: krankheitsspezif ische) 

30 DNA auch eine grofie Menge an Hint ergrund- DNA befindet. 

Wird auch diese Hintergrund-DNA detektiert, so kommt es 
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zu falsch-positiven Ergebnissen. Der erf indungsgemSSe 
Einsatz von Blocker-Oligonukleotiden fuhrt dagegen zu ei- 
ner erh6hten Spezifitat und einer verringerten Gefahr 
f alsch-positiver Ergebnisse, 

5 

Die Verwendung von methylierungsspezif schen Blockeroligo- 
nukleotiden in der methylierungsspezif schen PGR ist be- 
reits bekannt (sog. HeavyMethyl™-Verf ahren, Cottrell et 
al 2004, a.a.c). Die Verwendung von Blockern in einer 
10 isotherxnen Amplif ikationsverf ahren zur Methylierungsana- 
lyse ist allerdings noch nicht beschrieben. 

Eine weitere besondere Ausfflhrungsfbrm des erf indungsge- 
mS&en Verfahrens zur Methyl ieriingsanalyse ist dadurch ge- 

15 kennzeichnet , dass die bisulf itierte DMA in RNA tiberf€ihrt 
wird, und die RNA anschlieSend chemisch oder enzymatisch 
so f ragmentiert wird, dass das Fragment iearungsmuster ab- 
h&ngig von dem ursprunglichen Methyl ieriingsstatus der DNA 
ist. Die Pragraente k6nnen dann u.a. chromatographisch o- 

20 der massenspektrometrisch nachgewiesen werden (s.u.). 

Dieses Verfahren hat mehrere Vorteile gegenftber den be- 
kannt en Methoden zur Methyl ierungsanalyse. So ist es mog- 
lich, detaillierte Methylierungsmuster innerhalb einer 
CpG-Insel in einem Allel auf zuklSiren. Die gangigen Ver- 

25 fahren zur methylierungsspezif ischen Detektion sind dage- 
gen kaum in der Lage, die Methylierungszustande mehrerer 
Cytosinpositiohen gleichzeitig zu erfassen. Lediglich Bi- 
sulfit-Seguenzierungsverf ahren erlauben den Nachweis in- 
dividuieller Cytosinmethylierungen. Die Bisulf it- 

3 0 Segxienzierxing hat^ jedoch den Nachteil, dass Posit ionen in 
unmittelbarer Nahe des Sec[uenzierprimers nur schwer nach- 
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gewiesen werden konnen. Das gleiche gilt fCir Positionen, 
d±e vom Sequenzierstart weit entfernt sind. Zudem ist das 
earf indungsgemafie Verfahren schneller, kostengunstiger und 
leichter automat isierbar als die Sequenzierung. 

5 

In einer weiteren besondere Ausfiihrungsf orm des erfin- 
dxingsgemaSen Verfahrens werden die Transkripte massen- 
spektroskopisch analysiert . RUA ist fClr eine mas- 
senspektrometrische Analyse besser geeignet als DNA, So 

10 stabilisiert die 2'OH-Gruppe des Ribose-Rings die N- 
glykosidisGhe Bindtmg zwischen Nukleinbase und Ribose. 
D±e bei einer massenspektrometrischen Analyse typische 
Depurinierung wird so verhindert . Dadurch ist RNA fur 
d±ese Art der Analyse besser als DNA geeignet (vgl.: Kir- 

15 pekar et al . : Matrix assisted laser desorption/ionization 
ma.ss spectrometry of enzymatically synthesized RNA up to 
150 kDa. Nucl. Acids. Res. 1994 22: 3866-3870; Nordhoff 
et al . : Ion stability of nucleic acids in infrared ma- 
tarix-assisted laser desorption/ionization mass spectrome- 

20 tary; Nucl. Acids. Res, 1993 21: 3347-3357). 

E±ne besonders bevorzugte Ausfiihrungsf orm der Ausfiih- 
riangsformen des erf indungsgemSfien Verfahrens kombiniert 
e±ne methylierungsspezif ische enzymatische Fragment ierung 

25 (s.o.) mit einer anschlieSenden massenspektrometrischen 
Analyse. So wird die RNA bevorzugt mittels des Enzyms 
RNAase Tl fragmentiert und anschlieSend mittels MALDI a- 
nalysiert, Ahnliche Verfahren zum Nachweis von Einzel- 
niakleotidpolymorphimen (SNP) Oder kurzen Tandem Wiederho- 

30 liangen (STR) sind bereits beschrieben (Krebs et al . : RNa- 
seCut: a MALDI mass spectrometry-based method for SNP 
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discovery-. Nucleic Acids Res, 2003 Apr l ; 31 (7) : e37 . ; 
Seichter et al . : Rapid and accurate characterisation of 
short tandem repeats by MALDI-TOF analysis of endonucle- 
ase cleav^ed RNA transcripts. Nucleic Acids Res. 2004 Jan 
5 20;32 (2) : E16 . ; Hartmer et al • : RNase Tl mediated base- 
specific cleavage and MALDI-TOF MS for high- throughput 
comparati-ve sequence analysis. Nucleic Acids Res. 2003 
May 1;31 (9) :e47) . Bei der SNP oder STR-Analyse erfolgt 
die Transkription und die Fragment ierung allerdings nur, 

10 um eine massenspektrometrische Analyse der DNA zu er- 
leichtern. Dabei ist die Anzahl der Enzymschnittstellen 
gleichbleibend und die entstandenen kurzen RNA Fragmente 
unterschelden sich nur aufgrund der Basenzusammensetzung. 
Dadurch ]c5nnen die Massenunterschiede der Fragmente sehr 

15 klein sein (ca. 1-40 Da bei SNPs) . Ein RuckschluS von dem 
Fragmenti-erungsmuster auf die zu untersuchenden Positio- 
nen ist nach den berelts beschriebenen Verfaliren nicht 
mSglich. Die Anwendung der bereits bekannten Methodik auf 
die Methyl ierungsanalyse fuhrt daher zu unerwarteten Vor- 

20 teilen, da hier die Ttozahl der Enzymschnittstellen direkt 
mit der Methylierung der zu untersuchenden DNA korre- 
liert. 

B e schr e ib\mg 

25 Bei der Erfindung handelt es sich yxm ein Verfahren zur 
T^alyse von Cytosinmethylierungen in DNA, bei dem folgen- 
de Schritte durchgeffihrt werden: 

1) die zu untersuchende DNA wird so Tjmgesetzt, dass 5- 
30 Metliylcytosin unverandert bleibt, wShrend unmethy- 

lieartes Cytosin in Uracil oder in eine andere Base 
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umgewandelt wird, die sich im Basenpaarungsverhal- 
ten von Cytosin unterscheidet , 

in die DNA wird eine Promotorsequenz eingef^ihrt, 
es wird KNA transkribiert , 
die RNA wird analysiert, 

es wird auf den Methylierungsstatus der \intersuch- 
ten DNA ^eschlossen. 

Im ersten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens wird 
die zu untersuchende DNA mit einer Chemikalie oder mit 
einem Bnzym so umgesetzt, dass B-Methylcytosin unverSn- 
dert bleibt, vralirend unmethyliertes "Cytosin in Uracil o- 
der in eine an<iere Base iimgewandelt wird, die sich im Ba- 
senpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet . Dabei 
kann die zu xintersuchende DNA je nach diagnostischer oder 
wissenschaftlicher Fragestellung aus unterschiedlichen 
Quellen stanunen. Ffir diagnostische Fragestellungen dienen 
als Ausgangsmaterial bevorzugt Gewebeproben, aber auch 
Korperfliissigkeiten, insbesondere Serum. M6glich ist 
auch, die DNA aus Sputum, Stuhl, Urin oder Gehirn- 
Rfickenmarks-Flxissigkeit zu verwenden. Vorzugsweise wird 
die DNA zunachst aus der biologischen Probe isoliert. Die 
DNA-Extraktion erfolgt nach Standardmethoden, aus Blut 
etwa unter Verwendung des Qiagen UltraSens DNA Extrakti- 
ons-Kits. Die isolierte DNA kann dann z.B. durch Umsatz 
mit Restriktionsenzymen fragmentiert werden. Die Reakti- 
onsbedingungen und die in Frage kommenden Enzyme sind dem 
Fachmann bekannt und ergeben sich etwa aus den von den 
Herstellern mitgelief erten Protokollen, AnschlieSend wird 
die DNA chemisch oder enzymatisch umgewctndelt • Bevorzugt 
erfolgt eine chemische Utnsetzung mittels Bisulfit. Die 



2) 
3) 
4) 
5) 
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Bisulf itumwandlung ist dem Fachmann in unterschiedlichen 
Variationen bekannt (sLehe etwa: Froinmer et al.: A geno- 
mic sequencing protocol that yields a positive display of 
5 -methyl cytosine residues in individual DNA strands. Proc 
Natl Acad Sci USA, 0.992 Mar 1; 89 (5) : 1827-31; Olek, A 
modified and improved method for bisulphite based cyto- 
sine methylation analysis. Nucleic Acids Res. 1996 Dec 
15 ; 24 (24) : 5064-6. ; DE 100 29 915; DE 100 29 915). Beson- 
ders bevorzugt erfolgt die Bisulf itumwandlung in Gegen- 
wart von denaturierenden Losemitteln, etwa Dioxan, und 
eines Radikalf angers (vgl . : DE 100 29 915). In einer an- 
deren bevorzugten Ausfulirungsf orm wird die DNA nicht che- 
raisch, sondeam enzymatisch umgewandelt. Dies ist etwa 
durch Einsatz von Cyt idin-Deaminasen denkbar, die un- 
methylierte Cyidine sclineller umsetzen als methylierte 
Cytidine. Ein entsprechendes Enzym ist kflrzlich identifi- 
ziert worden ( Brans teitter et al-: Activation- induced cy- 
tidine deaminase deaminates deoxycytidine on single- 
stranded DNA but requir-es the action of RNase. Proc Natl 
Acad Sci USA. 2003 Apar 1;100(7) :4102-7) . 

Im zweiten Schritt des erf indungsgemSSen Verfahrens wird 
in die vorbehandelte DNA ein Promotor eingefuhrt, der ei- 
ne IMwandlung der zu xintersuchenden DNA in RNA ermog- 
licht. Dem Fachmann sind hierzu \interschiedliche Verfah- 
ren bekannt. In einer bevorzugten Ausf^hrungsform der Er- 
findung wird eine PGR durchgef Cihrt , bei der einer der 
Primer eine Promotorsetjuenz trftgt. In einer andereh be- 
vorzugten Ausfxihrungsform wird das NASBA-Verf ahren oder 
ein anderes auf Transkription basierendes Amplif ikations- 
verfahren benutzt, bei dem ausgehend von DNA RNA- 
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Amplifikate hergestellt werden kdnnen (siehe im einzelnen 
unten) . Es ist aber auch denkba.r, andere Amplif ikations- 
verfahren, etwa das Rolling C±rcle-Verf ahren, zu benut- 
zen, Bevorzugt erfolgt die Amplif ikat ion methyl ierungs- 
5 unspezif isch. Es ist jedoch auch mSglich, einen gr66eren 
Sequenzbereich methyl ierungssp^zif isch zu amplif izieren 
und bestimmte Cytosinpositionen innerhalb dieser Sequenz 
mit Hilfe des erf indungsgemaEen Verfahrens zu analysie- 
ren. Die Kombination von methyLierungsspezif ischer Ampli- 
10 fikation und RNA Transkription ermdglicht es aus einer 
Mischung verschiedener DNAs zuiiSLchst die in der Primer- 
bindimgsseguenz methylierte Subpopulation zu vermehren 
und diese genauer auf ihre Methylierung hin zu untersu- 
chen, Dadurch kdnnen spezielle Methyl ierungsmuster genau- 
15 er untersucht werden, etwa bei der Untersuchung von Se- 
quenzen die an ihrem 5 ' -Ende inethyliert und am 3 ' -Ende 
unmethyliert vorliegen. Diese Sequenzen sind besonders 
interessant f fir die Ausbreitung* der DNA-Methylierung. 

Weiterhin ist es denkbar, die Promotorsequenzen unabh^n- 
gig von einer Amplif ikation an die DNA zu ligieren. Dies 
ist etwa moglich, wenn die Bisulfit-DNA in einen Vektor 
kloniert wird, der bereits einen Promotor tragt, Eirie Li- 
gation ohne vorherige Amplif ikation hat dann den Vor- 
teil, dass die Menge an RNA., die spater durch die 
Transkription erzeugt wird, in einer linearen Abh&igig- 
keit zu der eingesetzten DNA steht. Die PCR-basierten 
Verfahren f uhren dagegen zu einer exponentiellen Amplif i- 
kation, was eine Quantif izierung erschweren kdnnte. 



20 



25 



30 
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Als Promotoren werden bevorzugt T1-, T3- oder SP6- 
Sequenzen eingesetzt. Es konnen aber auch andere RNA- 
Polymerase- Promotoren verwendet werden. Die Promotorse- 
q[uenzen slnd dem. Fachmann bekannt. 

5 

Im dritten Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens er- 
folgt die Transkription. Die hierzu. erf order lichen RNA- 
Polymerasen richten sich nach den eixigebauten Promotorse- 
quenzen. Die Transkriptionsbedingimcfen sind von der ein- 
10 gesetzten Polymerase abhangig. Einzelheiten sind dem 
Fachmann bekannt . 

Im vierten Schritt des erf indungsgemaSen Verfahrens wer- 
den die Transkripte analysiert. Aus den Ergebnissen ksain 

15 dann im fiinften Schritt auf den ursprunglichen Methylie- 
rungsstatus der untersuchten DNA geschlossen werden. Die 
Analyse der Transkripte kann CLber eine Vielzahl von be- 
kannt en molekularbiologischen Verfaliren geschehen, etwa 
fiber Hybridisierung oder Sequenzierving. In einer bevor- 

20 zugten Ausf uhrungsf orm erfolgt die Detektion liber eine 
Hybridisierung an einen Mikroarray. Ein Mikroarray- 
basierter Nachweis kann mit Transkripten einfacher sein 
als mit DNA, da die RNA bereits in einzelstrd.ngiger Form 
vorliegt \md daher vor der Hybridisl.er\ing nicht mehr de- 

25 naturiert werden muE. DeJbei sind dem Fachmann MaSnahmen 
bekannt, die einen Abbau der RNA verhindern. Fur die 
Hybridisierung an einen Array wird d.ie RNA zuvof mit ei- 
ner Markierung, bevorzugt einer Fluoreszenzmarkierung, 
versehen. Dies kann etwa mit Hilfe eines Transkripti- 

30 onskits erfolgen, bei dem AminoAllyl markierten Nucleoti- 
den in die RNA eingebaut werden (Amxno Allyl MessageAmp™ 
Kit; Ambion, USA) . Die AminoAllyl IT-ukleotide werden von 
den RNA- Polymer asen mit nahezu gleiclner Effizienz wie na- 
turliche Nukleotide verwendet. Nacli der Transkription 



wo 2005/093095 



PCT/EP2005/003366 



12 

wird an die modif izierten Nukleotide ein FarbstodEf gekop- 
pelt. Weitere Vereahren zur Markierung von RjNA. gehoren 
ZTim Stand der Technik (vgl . etwa: Monnot et al.: Labeling 
during cleavage (L-DC) , a new labeling approach for RNA. 
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids. 2001 Apr-aul;20 (4- 
7) : 1177-9. Proudnilco and Mirzabekov: Chemical methods of 
DNA and RNA fluorescent labeling. Nucleic Acids Res. 1996 
Nov 15;24(22) :4535-42) . 

In einer anderen loevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfin- 
dungsgemaSen verfalirens erfolgt die Analyse der RNA fiber 
massenspektrometrische Verfahren, etwa €iber Elel^trospray 
Oder PSD-Massenspe3^:trometrie (vgl,: Little et al.: Veri- 
fication of 50- to lOO-mer DNA and RNA sequences with 
high-resolution mass spectrometry. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 1995 Mar 14 ; 92 { 6 ) : 23 18-22 ) , Die Verwendung von RNA 
statt DNA hat hier den Vorteil, dass die RNA wahrend der 
massenspektrometrischen Analyse stabiler ist "und uber 
bessere Flugeigensohaf ten verfiigt als DNA. In e±ner wei- 
teren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens erfolgt eine Analyse der RNA €iber ein RNA- 
Protection-Assay. Einzelheiten sind dem Fachmann bekannt. 
Es sind weitere i=^alysemethoden denkbar, die die Ein- 
zelstrangigkeit dex RNA oder ihre besonderen cliemischen 
Oder physikalischen Eigenschaf ten ausnutzen uxid daher 
vorteilhafter sind als ein direkter Nachweis der DNA. Die 
Verwendung dieser Methoden ist ebenfalls Teil dieser Er- 
findung. 

In einer bevorzugtien Ausfuhrungsf orm der Erfinca.ung wird 
die RNA vor der Analyse chemisch oder enzymatisch frag- 
mentiert . So kann insbesondere die massenspektrornetrische 
Analyse erleichterrt werden (vgl.: Krebs et al. 2003, 
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a,a.o.; Seichter et al, 2004, a.a.o.; Hartmer et aa_ . 
2003, a.a.o. ) . 

Besonders bevorzugte Ausfuhrungsf ormen - Einsatz au£ 
Transkription basieicexider Ampll£lkationsverf ahreix 

In einer besonders bevoorzugten Ausf Cihrungsf orm des erf in- 
dungsgemaSen Verfahrens erfolgen die Einfuhrung der Pro- 
motorsequenz und die Transkription parallel mittels einem 
auf Transkription basierenden Amplif ikationsverf abrens • 
Dementsprechend la&t sioh diese Ausfflhrungsf oorm wie folgt 
bescbreiben: 

Verfahren zur Analyse ^on Cytosinmethylierungen in DNA., 
dadurcb gekennzeichnet , dass folgende Schritte durchge- 
fdhrt werden: 

1) die zu \intersuchen<ae DNA wird so umgesetzt, dass 5- 
Methylcytosin unverandert bleibt, wShrerad 
unmethyliertes Cytosin in Uracil oder in eine andere 
Base umgewandel-t wird, die sicb 3_in 
Basenpaamngsverhalten von Cytosin iznterscheidet, 

2) die umgewandelte DNA wird mittels eines axaf 
Transkription basierenden Amplif ikationsverfahreias 
anrplif iziert, 

3) . die Amplifikate werden analysiert, 

4) es wird auf den Me t hi yierungs status der untersuchten 
DNA geschlossen. 

Als Ausgangsmaterial fiir das erf indungsgemaSe Verfahr&n 
k6nnen hierzu die oben genauer bescbriebenen Proben di&- 
nen. Die Bisulf itumwancilung erfolgt ebenfalls wie oben 
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dargestellt. Im zweiten Schritt dieser Ausf-Cihrungsf orm 
erfolgt eine Amplif ikation der umg&wandelten DNA mittels 
eines auf Transkription basierenden Amplif ikationsverf ah- 
rens, insbesondere mittels NASBA'", oder TMA'". Diese 

5 Verfahren sind dem Fachmann im Deta-il bekannt (vgl . etwa 
Deiman et al 2 002, a.a.o.). Eine Anwendung dieser Verfah- 
ren auf die Untersuchung von Cytos in-Methylierungen ist 
allerdings - soweit ersichtlich - noch nicht beschrieben. 

10 Die auf Transkription basierenden Amplif ikationsverfahren 
sind der retroviralen Replikation ii.achgeahmt . Die Ampli- 
fikation der zielsequenz erfolgt rLri der Regel mittels 
zweier Primer und dreier Enzyme. Ober einen der Primer 
wird in die Zielsequenz ein T7-Piromotorsequenz einge- 

15 fuhrt, uber den dann mittels einer T7-Polymerase RNA ge- 
neriert werden kann. Die RNA wir-d uber eine Reverse 
Transkriptase wiederum in DNA xamgevrandelt , und zwischen- 
zeitlich auftretenden RNA-DNA- Intermediate werden mittels 
einer RNAse-H abgebaut. Die Ampli£ikation erfolgt iso- 

20 therm, in der Regel bei 41<»C. Die generierten Amplif ikate 
konnen uber eine Vielzahl unterschL edlicher Methoden de- 
tektiert werden, etwa fiber Gelelektrophorese, diverse 
chromatographische Verfahren oder die Verwendung von mar- 
kierten, insbesondere f luoreszenzraaarkierten Sonden. Auch 

25 der Einsatz von Real -Time -Sonden (Molecular Beacon) ist 
inzwischen beschrieben (vgl.: Deiman et al 2002, a.a.o.). 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonci erfolgt der Nachweis 
Ober methylieroongsspezische Sonden, die spezifisch nur an 
Amplifikate mit einem bestimmten Met^hylierungs status bin- 

3 0 den . 
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Dem Fachmann ist bekannt, wie er die oben beschriebenen 
Verfahren durchzuf uhren hat. Insbesojxdere sind ihm die 
Reaktionsbedingungen, die Reaktionskomponenten, das De- 
sign der Primer und die Analy sever fahr- en bekannt (zur U- 
5 bersicht siehe: Deiman et al 2002, a.a.o) . 

Erf indungsgemalS werden die auf Transkrription basierenden 
Amplif ikationsverf ahren angewendet, um spezifiech die DNA 
eines bestiitunten Methylierungsstatus nachzuweisen. Dies 

10 ist zxxia einen uber eine methylierungs8E?ezif ische Amplifi- 
kation mittels methylierungsspezif isch^r Primer Oder me- 
thylierungsspezif ischer Blockeroligon-ukleotide mSglich 
(zu den Blockern siehe im einzelnen ajaten) . Daneben ist 
es auch denkbar, die DNA methylienangsiinspezif sch zu 

15 amplifizieren, aber die Amplifikate mittels raethylie- 
nmgsspezif ischer Sonden nachzuweisen. Es ist auch m6g- 
lich, methylierungsspezif ische Amplifkation und methylie- 
rungsspezif ische Detektion zu kombinierren . 

20 Das Prinzip der Verwendung xind des Designs methylie- 
rungsspezif scher Primer ist dem Fachmanm insbesondere aus 
dem sogenannten „MSP-Verf ahren^ (methyl, ierungsspez if ische 
PGR) bekannt (vgl.: Herman et al 1996, a,a.o.). Methylie- 
rungsspezif ische Primer binden bevorzug-t nur an diejenige 

25 DNA, die den Methylierxmgsstatus aufwei-st, der nachgewie- 
sen werden soil. Dement sprechend tragen die methylie- 
rungsspezif ische Primer mindestens edLn CpG-Dinukleotid 
(ftir den Nachweis methylierter DNA) fc>zw. ein methylie- 
rungsspezif isches TG Oder CA-Diniikleofcid (fOr den Nach- 

30 weis nicht-methylierter DNA auf den bed- den m6glichen DNA- 
Strangen) , Die Prinzipien zum Design der methylie- 
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rungsspezif ischen Primer sind dem Fachmann bekarmt : Je 
h6her die Anzahl der methylierxmgsspezif dLschen Diniakleo- 
tide und je kurzer die LSnge der Primer, desto hoher ist 
die Spezifitat der Amplif ikation , Auf deur anderen Seite 
5 ist der Anwendungsbereich der Verfahren a."ufgrund der Se- 
quenzanf orderungen umso starker eingesclxrankt , je mehr 
methylierungsspezif ische Dinukleotide in den Primem ent- 
halten sein sollen. In der Regel werden l>ei MSP Primer 1 
bis 4 methylieningsspezif ischen Dinukleoti_den verwendet . 

10 

Die aus der MSP bekannten Kriterien zum Pirimerdesign gel- 
ten im Prinzip auch fur das erf indungsgemaSe Verfahren. 
Hier ist allerdings zu ber^icksichtigen, dass die Amplifi- 
kation isotherm bei nur 41<>C erfolgt. Daher mftssen die 
15 Primer im Vergleich zu MSP mehr methylierrungsspezif ische 
Dinukleotide enthalten, um eine vergleichJsare Spezifitat 
zu erreichen, 

Im Prinzip ist es erf indungsgemas ausreiohend, wenn nur 
20 einer der beiden Primer methylierungsspezif isch kon- 
struiert ist. Es ist jedoch bevorzugt, wenn beide Primer 
methylierungsspezif isch sind. 

25 Besonders bevorzugte Ausffihrungsformen - Einsatz auf 
Transkription baslerender Araplif ikationsv&rfalirezi in Kom- 
bination mlt methylierungsspezif Ischen Blockermoleklilen. 

Wie oben bereits beschrieben besteht insbesondere fur 
30 diagnostische Anwendungen ein groBen techxiisches Bedurf- 
nis an Verfahren, die in der Lage sind, spezifisch Methy- 
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lierungsmuster nachzilweisen, wenn in der Probe neben der 
nachzuweieenden DNA ein starker Hintergrund von DNA der- 
selben Sequenz, aber eines unterschiedlichen Methylie- 
rungsmusters vorliegt . Hier besteht insbesondere die Ge- 
f ahr falsch-positiver Ergebnisse. Eine Moglichkeit, urn 
die Spezifitat der Amplif ikation zu erhohen, ist die Ver- 
wendung von methylierungsspezif ischen Blockermolekulen . 
Diese Blocker binden spezifisch an die Hintergrund-DNA 
und verhindern so dereh Amplif ikation, Ein sblcher Ein- 
satz von Blockern in einer methylieinangsspezif ischen PGR 
ist bereits mehrmals beschrieben (sog, HeavyMethyl™- 
Verfahren, PCT/EP02/ 02572 ) . Die Verwendung von methylie- 
rungsspezif ischen Blockern hat mehrere Vorteile im Ver- 
gleich zur Verwendung methylierungsspezif ischer Primer 
(siehe: Cottrell et al 2004) . 

Die folgend'e besondere Ausfuhrungsform dee erf indungsge- 
mal^en Verfahrens kombiniert zum ersten Mai die Amplifika- 
tion bisulfitierter DNA mittels eines auf Transkription 
basierenden Amplif Ikationsverfahrens mit dem Binsatz me- 
thylierungsspezif ischer Blocker* Diese AusftUirungsf orm 
la£t sich wie folgt beschreiben: 

Verfahren zur Analyse von Cytosiiunethylierungen in DNA, 
dadurch gekennzeichnet , dass folgende Schritte durchge- 
fuhrt werden: 

1) die zu untersuchende DNA wird so umgesetzt, dass 5- 
Methylcytosin xinverandert bleibt, wahrend 
unmethyliertes Cytosin in Uracil oder in eine andere 
Base umgewandelt, die sich im Basenpaarungsverhalten 
von Cytosin unterscheidet , 
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2) die vungewandelte DNA wird mittels eines auf 
Transkription basierenden Amplif ikationsverf ahirens 
amplif iziert , wobei die Amplif ikation in Gegenwart 
mindestens eines methyl ierungsspezifischen Blockier- 
molekuls stattfindet, das spezifisch an die Hinter- 
grund-Nukleinsaure bindet, und deren Amplif ikat ion 
behindert , 

3) die Amplif ikate werden analysiert, 

4) es wird auf den Methlyierungsstatus der untersuchLten 
DNA geschlossen. 

Unter „Hintergrund-Nukleinsaure" ist dabei eine Nukle in- 
sSure zu verstehen, die auf eine DNA zurQckzufiihren ist, 
die uber dieselbe Seguenz, aber einen anderen Methyl ±e- 
rungsstatus als die nachzuweisende DNA verfugt. Da <iie 
auf Transkription basierende Amplif ikation uberwieg-end 
uber RNA- Intermediate erfolgt, kSnnen methylierungsspe zi- 
fische Blocker an die Hintergrund-RNA binden, und dearen 
Ainplif ikation verhindern. Gleichwohl erfolgt der Ampli±i- 
kationszyklus auch uber eine Primerverlangerung . Dieser 
Schritt wurde tHr die Hint ergrund- DNA blockiert, wenn <aie 
Blocker an die Hintergrund-DNA bindet. Im optimalen Fall 
blockiert der Blocker die Amplif izierung sowohl uber die 
RNA wie auch uber die DNA. 

Im Prinzip ist f€ir die oben beschriebene Ausfuhrungsf orm 
die aus dem Heavy-Methyl ^^'"-Verfahren bekannte Blocker- 
technologie anwendbar. Diese ist im Detail in der WO- 
Anmeldujig PCT/EP02/02572 beschrieben, auf die hier aus- 
drficklich verwiesen wird. Bei den Blockern handelt es 
sich bevorzugt um Oligonukleotide, es kdnnen aber auch 
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andere Molek-Qle, insbesondere PNA verwendet werden. Bei 
dem erfindungsgemaEen Verfahren konnen auch RJSIA-Blocker 
eingesetzt werden, da RNA-RNA-Hybride besonders stabil 
sind. Die Blocker sind methylierungsspezif isch, d.h, sie 
tragen mindestens ein CpG- bzw. ein methylierungsspezif - 
sches TG- Oder CA-Dinukleotid (s.o. zu den Primern) . Die 
Primer werden bevorzugt im Uberschuss zum Reaktionsansatz 
gegeben.^ In besonderen Ausfuhrungsf ormen werden zwei oder 
mehr Blocker verwendet, die vorzugsweise mit den Bin- 
dungsstellen der Primer liberlappen, iim so zusStzlich eine 
Amplif ikation zu verhindem. Ausserdem kdnnen die Blocker 
chemisch so modifiziert sein, dass eine Verlangerung oder 
ein Abbau der Blocker durch die Polymerase im Zuge der 
Amplif ikation nicht erfolgt (siehe im einzelnen: 
PCT/EP02/02572; Cottrell et al . 2004, a.a.o) . Dem Fach- 
mann ist bekannt, dass alle bekannten und insbesondere in 
den oben zitierten Ver6f fentlichungen beschriebenen Aus- 
ftlLhrungsf ormen der Blocker techno! ogie weitgehend auch auf 
die erf indungsgem^e Kombination aus auf Transkription 
basierenden Amplif ikationsverfahren xmd Blockereinsatz 
anwenden lassen. Die entsprechenden Ausfuhrungsf ormen 
sind daher auch Teil dieser Erfindung. 

Zwar der Binsatz von Blockem in der methylierungsspezi- 
fischen PGR schon bekannt, das erf indungsgemaEe Verfahren 
bietet jedoch einen entscheidenden Vorteil gegenuber den 
bereits beschriebenen Verfahren. Die Blockeroligonukleo- 
tide binden an die Hintergrund-RNA und bilden so RNA-DNA- 
Hybride. Der RNA-Teil dieser Hybride kann im Reaktions- 
zyklus durch das RNAse H-Enzym abgebaut und somit der ge- 
samten Amplif ikationsreaktion entgultig entzogen werden. 
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Der Einsatz von Blockern fuhrt hier also nicht - wie bei 
dem bekannten Heavy-Methyl ^"-Verfahren - nur zu einer Blo- 
ckierung der Amplif ikation der Hintergrund-Nukleinsaure, 
sondern dariiberhinaus zu einem Abbau der Hintergrund- 
5 Nukleinsaure. Hieraus resultiert zu eine erh6hten Spezi- 
fitat der Reaktion, 

In dieser Ausf uhrungsform des erf indxmgsgemaSen Verfah- 
rens kann die Amplif ikation sowohl mittels methyl ie- 
10 rungsspezif ischer Primer (s.o.) wie auch mittels methy- 
lierungsunspezif ischer Primer erfolgen. In einer bevor- 
zugten AusffLhrungsf orm werden methylierungsunspezif ische 
Primer eingesetzt . 

15 Die Amplif ikation erfolgt in Gegenwart mindestens eines 
methylierimgsspezif ischen Blockeroligomers . Diese tragen 
dement sprechend mindestens eine CpG- Position bzw. eine 
methylierungsspezif ische TG oder CA- Position. Bevorzugt 
tragen die Oligomere 3-5 methylierimgsspezif ische Positi- 

20 onen. Bevorzugt werden Oligonukleotide verwendet, da die 
entsprechenden Hybride aus Blocker und RNA besonders ef- 
fektiv von der RNAse-H erkannt werden konnen. Die Blocke- 
roligonukleotide sind bevorzugt zwischen 10 bis 25 Nukle- 
otide lang. Die Blocker werden im Reaktionsansatz im U- 

25 berschuS zu den Primem hinzugegen, besonders bevorzugt 
in einer 3 bis 15-fach hdheren Konzentration. 

Die Blocker k6nnen chemisch am 3' und/oder 5'-Ende modi- 
fiziert sein, um eine Verlangerung bzw. einen Abbau der 
30 Blocker zu verhindern. Einzelheiten sind dem Fachmnn be- 
kannt (PCT/BP02/02572) . 
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Die Amplif ikation findet dann unter den oben beschriebe- 
nen Bedingungen statt . Bevorzugt wird eine NASBA-Reaktion 
durchgef iihrt , Dement sprechend tragt einer der Primer ei- 
5 nen T7- Promoter, der als Transkript ions s tar tpunkt fur die 
RNA-Polymerase dient , Der Primer hybridisiert an den ( + ) 
Strang der Zielseguenz. Hierzu erfolgt in der Kegel ein 
kurzer Erhitzungsschritt . Der Primer wird durch die Re- 
verse Transkriptase unter Bildung eines DNA- 

3-0 Doppelstranges verlangert. Nach einem weiteren Erhit- 
zungschritt kann der zweite Primer an die soeben gene- 
rierten (-) DNA-Strang binden. Durch eine weitere Prime- 
rextension wird dann ein DNA-Doppel Strang gebildet, der 
ein vollstandigen T7-Promotor trSgt. Die Bindung der me- 

3-5 thylierungspezif ischen Blocker an die Hintergrund-DNA 

blockiert hier eine Verl^ngerung der Hintergrund-DNA. Aus 
dem T7-Promotor heraus werden anschlieEend Transkripte 
generiert, die uber RNA-DNA-Hybride wiederum in DNA- 
Doppelstrange umgewandelt werden. Dabei binden die methy- 

2 0 lierungsspezif ischen Blockeroligonukleotide wiederum an 
die Hintergrimd-RNA und verhindern so deren Amplif ikati- 
on. Der RNA-Teil der _gebildeten Blocker-RNA-Hybride wird 
dabei von der RNAse H abgebaut . Die Hintergrund-RNA steht 
daher fiir weitere Amplif ikationsruhden als Templat nicht 

2 5 mehr zur Verfugung, Die Amplif ikation der nachzuweisende 

DNA/RNA wird dagegen von den Blockern nicht beeintrach- 
tigt. 

In einer besonders bevorzugten Ausf^ihrungsf orm des erfin- 

3 0 dungsgemaSen Verf ahrens erfolgt die Detektion der Ampli- 

fikate mit Hilfe von Real-Time-Sonden. Eine Real-Time- 
Detektion von NASBA- Amplif ikaten mit Hilfe von Molecular 
beacons ist bereits beschrieben (Deiman et al 2002, 
a.a.o.) ' Es sind aber auch die Verwendung anderer Real- 
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Time-Sonden denkbar, insbesondere der Einsatz von Light- 
cycler^" -Sonden. Bevorzugt sind diese Sonden methylie- 
rungsspezif isch, d.h. sie tragen zumindest ein methylie- 
rungsspezif isches Dinukleotid (s.o.). Einzelheiten ziim 
5 Aufbau entsprechender Sonden sind dem Fachmann bekannt 
(vgl,: PCT/EP02/02572; US 6,331,393) 

Die besonders bevorzugte Ausfiihrungsf brm des erfindungs- 
gemalSen Verfabrens unter Verwendung methylierungsspezif - 
10 scher Blockeroligonukloetide ist in Tabelle 1 darge- 

stellt, Dort findet sich auch ein Vergleich zu dem be- 
reits bekannten NASRA- Ver f ahren . 

15 Besonders bevorzugte Ausfuhrungsf ormen - Analyse liber 

Fragment ierxmg der RNA 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
des erf indungsgemafien Verf ahrens wird die RNA vor der 
Analyse chemisch oder enzymatisch f ragmentiert . So kann 
20 insbesondere die massenspektrometrische Analyse erleich- 
tert werden (vgl . : Krebs et al. 2003, a.a.o.; Seichter et 
al. 2004, a.a.o,; Hartmer et al . 2003, a.a.o.). 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erfin- 
25 dungsgemaBen Verf ahrens wird die RNA vor der Analyse in 
Abhangigkeit von dem Methylierungsstatus der DNA f ragmen- 
tiert . Aus dem Fragmentierungsmuster kann dann auf das 
Methyl ierungsmuster geschlossen werden. Grundlage fur die 
Moglichkeit einer methyl ierungsabhangigen Fragment ierung 
30 ist die Bisulf it-Umwandlung . (bzw. eine analoge chemische 
Oder enzymatischen Umiwandlung) in Kombination mit einer 
Amplif ikation. Hierdurch ist es moglich, NukleinsSuren zu 
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generieren, die Cytosine oder Guanine exakt nur an den 
Stellen tragen, an denen sich in der ursprunglichen DNA 
ein Methylcytosin befand. Die NukleinsSuren werden dann 
spezif±sch an den C- bzw, G~Positionen geschnitten. Es 
5 ergeben sich dann fvir den ursprunglichen Methyl ierungs- 
zustand spezifische Fragment ierungsmuster, die uber un- 
tersch±edliche Methoden analysiert werden konnen. 

Bei dex- Bisulf itumwandlung werden zunachst alle Cytosine 

10 in Uraoil uberfiihrt, wahrend methylierte Cytosine unver- 
Sndert bleiben. Es entstehen so zwei DNA-StrSnge, die 
nicht mehr zueinander komplementax sind. Nach einer 
Anplif Jikation allerdings gibt es wieder zwei komplementS- 
re DNA. -St range. Einer der Strange enthalt nur an den 

15 Stellen Cytosine, an denen sich in urspriinglichen DNA Me- 
thylcytosine befanden. Dieser Strang wird im folgenden 
als G-areich bezeichnet, da er an Cytosinen vergleichswei- 
se arm ist. Wurde in diesen G-reichen Strang eine Promo* 
torsecfLienz eingefiihrt, so kann ein komplemen tares - nun 

20 C-reiclnes - RNA Molekul transkribiert werden. In diesem 
C-reictien Molektll sind nur an den Stellen Guanine vertre- 
ten, an denen sich in der ursprunglichen DNA Methylcyto- 
sine befanden. Die Guanine bilden in diesem RNA 
Transkaript also exakt den Methylierungsstatus der Ur- 

25 sprungs-DNA ab. . Entsprechend kann ein RNA-Molekul gene- 
riert werden, bei dem alle Cytosine ein Methylcytosin wi- 
derspiegeln. Die Guanin- oder Cytosinpositionen konnen 
daim spezifisch geschnitten werden. Hierzu sind sowohl 
enzymatische wie auch chemische Verfahren denkbar. Zur 

30 spezifischen enzymatischen Spaltung an G-Positionen wird 
besond^rs bevorzugt das Enzym RNAse Tl eingesetzt (vgl.: 
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Hartmer et al • 2003, a.a.o.; Krebs et al • 2003, a.a.o.). 
Das Enzym ±st von verschiedenen Herstellern kommerziell 
verfugbar (z.B. Roche Diagnostics Mannheim, Deutschland) • 
Eine spezif ±sche Spaltung von RNA an C-Positionen ist et- 
5 wa mittels der R3SIAse-A moglich, sofern in der Transkrip- 
tion chemisch modif izierte Uracil -Ribonukleotide einge- 
setzt werden (vgl . : Krebs et al.2003, a.a.o.). Eine spe- 
zifische ctiemische Spaltung an C- oder G-Positionen ist 
mit Hilfe unterschiedlicher Reagenzien moglich (vgl.: 
10 Peattie: Direct chemical method for sequencing RNA, Proc 
Natl Acad Sci USA. 1979 Apr ; 76 (4) ; 1760-49) ; Krebs et 
al, 2003, a. a. o. ) . 

Durch die Spaltungen ergeben sich spezifische Fragmentie- 

15 rungsmuster^ die der ortlichen Verteilung der Methylcyto- 
sine auf dar ursprunglich zu untersuchenden DNA entspre- 
chen. Jedes entstehende Fragment stellt dabei den Bereich 
zwischen zwei methylierten Cytosinen in der Ursprungs~DNA 
dar. Die Anzahl der entstehenden Pragmente korreliert di- 

20 rekt rait dear Anzahl der methylierten Cytosine. Die Eigen- 
schaft, dass nur die ursprunglich methylierten Positionen 
Angrif f spunkt fdr eine Fragmentierung sind, stellt einen 
entscheidendes Merkaml dieser besonders bevorzugten Aus- 
fahrungsform dar. Denn bei den bekannten Verfahren zur 

25 Mutations/ Polymorphismen- Analyse ist die Anzahl der 
Fragmentierxingsstellen unabhSngig von der Sequenz der 
AusgangsprolDe . Es entstehen nach einer Fragmentierung 
folglich iminer die gleiche Anzahl an Fragmenten, die sich 
nicht in der Anzahl der Nukleotide, sondern nur in der 

30 Basenzusammensetzung unterscheiden. Dies fflhrt in der Re- 
gel zu eher kleinen chemisch-physikalischen Unterschieden 
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der Fragmented die wahrend der Analyse unter Umstanden 
nicht mehr aufgelost werden kormen, Zusatzlich ist diese 
Fragment ierung am sequenzunspezif ischen Stellen dadurch 
gekennzeichnet , dass tendenziell sehr viele Fragments 
5 entstehen (statistisch wird jedes vierte Nukleotid ge- 
schnitten) , die damit sehr klein und schwer analysierbar 
sind. Insbesondere bei einer chromatographischen Analyse 
sind diese kleinen Fragmente nicht unterscheidbar . 

Die hier beschriebene Methode uberwindet diese Nachteile. 

10 Daruber hinaus t)einhaltet sie einen weiteren entscheiden- 
den Vorteil . Da. die Fragmentierung nur an ursprunglich 
methylierten Stellen erfolgt, stellt jedes entstehende 
Fragment die Secjuenz zwischen den benachbarten methylier- 
ten Cytosinen da.r. Befinden sich dazwischen beispielswei- 

15 se unmethylierte CpG Stellen, so kann fur ein einziges 
Ausgangs--DNA-Molekul eine gekoppelte Aussage uber die Me- 
thylierung dieser C?pGs getroffen werden. Desweiteren be- 
einflusst eine Fragmentierung an einer ursprunglich me- 
thylierten Stelle auch das benachbarte Fragment, da of- 

20 fensichtlich zwei benachbarte Fragment Aufschluss tiber 
dieselbe CpG Stelle geben. Damit kaim auch dieses benach- 
barte Fragment und der damit widergespiegelte Methylie- 
rungszustand einem einzigen Ausgangs-DNA-Molekul zugeord- 
net werden. Auf diese Weise kann z.B. die genetische Pra- 

25 gung, die allelspezifisch erfolgt, Oder die Aktivitat von 
Methyltransferasen genauer untersucht werden* Diese ein- 
deutige Zuordnung des Methyl ierungs status zu einem einzi- 
gen Ausgangsmolekul kann mit methylierungsunspezif ischen 
Fragmentlerungen nicht getroffen werden. Dies ist gerade 

30 bei DNA-Mischungen von Interesse, die in der Regel ein 
komplexes Gemisch an verschieden methylierten DNA Moleku- 
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3-en enthalt, von denen meistens nur Subpopulationen von 
Znteresse sind. 

ZIm Vergleich zu anderen f ragmentierungsbaaierten Methoden 
tritt bei der hier beschriebenen Methode eine eher wenig 
Icomplexe Fragmentierung auf , da nur an ursprunglich me- 
thylierten CpG Stellen geschnitten wird. Dies ernioglicht 
±m Umkehrschluss die Analyse von eher komplexen Analyten. 
IDamit k6nnen zum Beispiel mehrere unterschiedliche Loci 
im Genom simultan in der gleiche Reaktion untersucht wer- 
<ie, Diese Methode ist daher multiplexierbar , was ein ent- 
scheidender Vorteil ist, wenn nur eine limit ierte Menge 
an Ausgangsprobenmaterial zur Verfiigung steht. Andere 
IFragmentierungsmethoden erzeugen eine groEe Menge kleiner 
IFragmente, diese konnen in einer Multiplexreaktion nicht 
mehr den einzelnen Loci zugeordnet werden. 

lOber eine geeignete Analyse der entstandenen Fragmente 
Icazm der Methyl ierungs status aller in dem DNA-Amplif ikat 
^nthaltenen Cytosine festg^stellt werden (vgl. Abb 1). 
Hierfur stehen unterschiedl. iche Verfahren zur Verfiigung. 
□Cn einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden mas- 
©enspektrometrische Verfaharen, insbesondere MALDI-TOP, 
eingesetzt. tiber die genaue Masse der Fragmente und die 
Kenntnis der Sequenz der Ur* sp rungs -DNA kann so exakt be- 
stimmt werden, welche zwei- Cytosine - namlich die das 
Fragment eingrenzenden - inethyliert waren. Einzelheiten 
zur MALDI-TOF Analyse sind dem Fachmann bekannt . Insbe- 
sondere sind in der US-Patexitanmeldung US2003 0129589 eine 
Vielzahl von Moglichkeiten zur massenspektrometrischen 
^s^alyse angegeben, die in vielen Fallen entsprechend fur 
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das erf indungsgemaSe Verfahren anwondbar sind. In anderen 
bevorzugten Ausf lihrungsf ormen erf olgt die Analyse des 
FragiTientierungsmusters der RNA uber elektrophoretische 
Oder chromatographische Methoden (2, B. Kapillargele- 
5 lektrophorese oder HPLC) . Diese Veirfahren ermdglichen ei- 
ne Quantif izierung der entstandenen RNA Fragmente durch 
Integration der Signalintensitaten (dem Fachmann ist dies 
bekannt) . Liegt die zu untersuchende DNA als ein Gemisch 
von verschieden metfaylierten Spezies vor, so kann Ciber 
10 diese Quantif izierung ein RuckschliaS auf das vorliegende 
Mis Chungs verhaltnis dieser Spezi getroffen werden. 

Andere f ragmetierungsbasierte VerJEahren sind fur solche 
elektrophoretischen und chromatograipliischen Anal ys erne tho- 
den nur beding geeignet, da sicb bei der methyl ierung- 
15 sunspezif ischen Fragmentierung nur die Basenzusammenset- 
zung und nicht die Basenanzahl in einem Fragment unter- 
scheidet. Dies kann z.B. mit Kapillargelelektrophorese 
nicht aufgelost werden. Dies stellt einen weiteren Vor- 
teil der beschriebenen Methode dar. 

20 

In einer besonders bevorzugten Aus£<lhnHigsf orm des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens werden neben dem Promotor zusatz- 
lich Kontrollsequenzen in die DNA eingefflhrt, an Hand de- 
ren die Vollst^ndigkeit der Fragmentierimg uberpruft wer- 

25 den kann. TrSgt etwa der G-reiche Primer die Kontrollse- 
quenz „TCTTTTC^\ so resultiert eine RNA mit der zusatzli- 
chen Sequenz "GAAAAGA" . Alle anderen Guanine in dieser 
RNA stammen aus methylierten Cytosinen in der urspriingli- 
chen DNA. tXber einen Nachweis der Kontrollsequenzf ragmen- 

30 te last sich die Vollstandigkeit der Fragment ierungsreak-^ 
tion kontrollieren (vgl.: Beispiele; Abbildung 2). 
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Verwenc3.ung der er£indungsgem&l^en V^er£ahren 

Besonders bevoarzugt werden die oben beschariebenen Verfali- 
5 ren zur Diagnose oder Prognose von Krebsearkrankungen oder 
anderen mit eixier Veranderung des Methylierungsstatus as- 
soziierten Krankheiten verwendet . Hierz-u gehdren u . a . 
CNS - Fehl f unkt i onen , Aggr e s s ions symp tome oder Verbal tens - 
st6rungen; klLnische, psychologische und soziale Konse- 

10 quenzen von SehirnschSdigungen; psychot±sche StSrungen 
und Pers6nlich3keitsst6rungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; karc3iovaskulare Krankheit, Fehl f unkt ion und 
Schadigung; Felilf unkt ion, Sch&digung odear Krankheit des 
gastrointestinalen Trciktes; Pehlfunktion, Schadigung oder 

15 Krankheit des Atmungs systems; Verletzung, Entzundung, In- 
fektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, 
Schadigung odeir Krankheit des Korpers als Abweichung im 
Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit der Haut^ der Muskelh, des Bindegewebes oder der 

20 Knochen; endokarine und metabolische Fehlfunktion, Schadi- 
gung Oder Krankheit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehl- 
funktion/ Das erf indungsgemaSe Verfahren eignet sich au- 
^erdem zur Vor^hersage von unerwOnschten Arzneimittelwir- 
kungen xand zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben 

25 Oder zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung . 

Erf indungsgemaEe Kits 

Erf indxmgsgemafS sind auch folgende Kits: 

30 Ein Kit, deir aus einer Bisulf itreagenz xxnd aus mindes- 
tens einem Princiern, der einen Promoter tragt, besteht. 



r 
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Bin solcher Kit, cier zusatzlich Enzyme und/oder we itere 
Komponenten zur Duirchf dhrung eines auf Transkriptioxi ba- 
sierenden Amplif ik.«itionsbverf ahren enthalt • 

Ein solcher Kit, c3er zusatzlich mindestens ein methYlie- 
nxngsspezif sches Blocker oligomer enthalt- 

Ein Kit, der aus elner Bisulf itreagenz, Primern und «inem 
Enzym, das RNA nuk-leotidspezif isch schneidet, besteht und 
optional eine Polymerase und weiteren fur eine Ampli f ika- 
tion erf orderlichexi Reagenzien enthS.lt . 

Beispiele 

Beispiel 1: Untersxichung des Promotorbereichs des huxnanen 
Adenomatosis Polyposis Coli (APC) Gens 

Der Methylierungss tatus des Promotorbereichs des hujnanen 
Adenomatosis Polyposis Coli (APC) Gens (NM^OOOO 38 . 2) 
sollte untersucht werden, Verwendet wurde hierbei eine 
DNA, die durch eira Enzym, welches alie Cytosine im CpG- 
Kontext methyl iert , kunstlich methyliert wurde (SssIL Me- 
thyltransferase) . Nach einer Bisulf itbehandlung derr DNA 
wurde ein Bereich des Promotors mittels einer PGR ampli- 
fiziert. Pur die PCR wurden folgende Bedingungen gew^hlt: 
lU (0,2 fil) HotStarTaq Polymerase (Qiagen) , 0,2 jxl ciNTP- 
Mix ( je 25 mmol/1 dATP, dGTP, dCTP ujnd dTTP, Perment:as) , 
2,3 fil 10-fach PCR-Puffer (Qiagen) , 2 fxl Primermi2<: (je 
6,25 /xmol/l, MWG Biotech AG), 1 ^1 partiell desaminlerte 
DNA (10 ng) , 19,1 /il Wasser, Temperaturprogramm: lO min 
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95<> und anschlieSend 40 Zyklen mdit 30 s 95°C, 45 s 55«C 
und 1:30 min 72 ®C. Fur diese T^pl d.f ikation wurden folgen- 
de beiden Primer verwandt: TCTT TTCG GTTAGGGTTAGGTAGGTTGT 
(G-reich) (Seq IDl) und GTAATAC OACTCACTATAGGQAGA CTAGAC - 
5 CAATACAACCACATATC (C-reich) (Seq ZED 2) • Der unterstriche- 
ne Tail des C-reichen Primers st^ellt dabei den Promoter 
fur die T7-Polymerase dar. In dem G-reichen Primer ist 
noch eine zus^tzliche Sequenz enthalten (unterstrichen) , 
die nach der Transkription des PCR-Produktes in ein RNA- 

10 Molekul am 3'-Ende dieses Produkntes revers komplementar 
lokalisiert ist und damit nach dLer Abspaltxmg durch die 
RNase Tl ein Signal ergibt, V(^elc=:hes die VollstSndigkeit 
der Transkription anzeigt. Diese Sequenz stellt damit ein 
Kontrollf ragment nach der Endomukleasebehandlung dar, 

15 welches unabhangig vom Methylierungsstatus immer ent- 
steht. par die Transkription des PCR-Produktes wurden 
folgende Bedingungen gewahlt: 10 jul PCR-Produkt , 5 ^1 5- 
fach T7 RNA- Polymerase Puffer (Fermentas) , 1 ^1 T7 Poly- 
merase (20 U/Mlf Fermentas) , 0,5 /jlI NTP-Mix (Permentas, 

20 je 25 mmol/1) , 8,5 fil Wasser. Die Inkubation erfolgte 1,5 
h bei 37'»C. AnschlieSend erfolgte der RNase Verdau durch 
Zugabe von 2,5 ^1 RNase Tl (10 U//il, Fermentas) bei einer 
45-mintitigen Inkubation bei 37 ®C . Dieser Reaktionsansatz 
wurde dann mit ca. 20 mg „clean ^c^esins" der Firma Seque- 

25 nom inkubiert, um die Na+- vind K-n-Ionenkonzentration der 
L6sung zur verringem, SchlieSlicsh wurden 0,5 fil des Mi- 
xes mit 0,5 111 3-Hydroxypikolinsaure vermischt und mit 
einem Bruker Reflex 2 MALDI-TOF Massenspektrometer im ne- 
gative lonen Modus untersucht, DalDei wurde der Reflektor- 

30 Modus verwendet. 
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Die Transkription des PCR-Produktes eargibt ein Produkt 
folgender Sequenz (Seq ID 3) : GGGAGACUA.CACCAAUACAACCACAU- 
AUCGAUCACQUACGCCCACACCas^CCAAUCGACGAACUCCCGACGA^^ 
AACGCCCUAAUCCGCAUCCAACGAAUUACACAACUACUU OUCUCUCCGCUUCCC - 
5 GACCCGCACUCCGCAAUAAAACACAAAACCCCGCCCAAC CGCACAACCUACCU- 

AACCCUAACCGAAAAGA. Die "GGGAG" Sequenz zu Beginn dieses 
Molekuls stellt hierbei den verwendeten Promotors der T7 
Polymerase dar, welcher teilweise mit "transkribiert wur- 
de. Die Sequenz "GAAAAGA" am Ende des RINA-Molekuls resul- 

10 tiert aus der dem G-reichen Primer zusatzlich angehangten 
Kontrol 1 sequenz . Alle anderen Guanine in diesem Molekul 
resultierten aus methylierten Cytosinen in der ursprung- 
lichen DNA. Ware diese DNA an diesen St ellen nicht methy- 
liert gewesen, wSren Adenine anstelle der Guanine zu fin- 

15 den. Die RNase Tl spaltet nun die RNA hinter dem Guanin 
und ftihrt zu einem Fragment ierungsmuster, welches den Me- 
thylierungsstatus der ursprunglichen DNA widerspiegelt • 
Die entstehenden Pragmente sind mit ihiren lentsprechenden 
m/z-Werten in Tabelle 2 aufgefuhrt. 

20 



Fragment -Nr . 


Sequenz 


m/z 


1 


Gp 


345 


2 


Gp 


345 


3 


Gp 


345 


4 


AGp 


674 
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Fragment -Nr • 


Sequenz 


m/z 


5 


ACUACACCAAUACAACCACAUAUCGp 


7938 


6 


AUCACGp 


1920 


7 


UACGp 


1286 


8 


CCCACACCCAACCAAUCGp 


5678 


9 


ACGp 


980 


10 


AACUCCCGp 


2531 


11 


ACGp 


980 


12 


AAAAUAAAAAACGp 


4249 


13 


CCCUAAUCCGp 


3142 


14 


CAUCCAACGp 


2860 


15 


AAUUACACAACUACUUCUCUCUCCGp 


7846 


16 


CUUCCCGp 


2178. 


17 


ACCCGp 


1590 


18 


CACUCCGp 


2201 


19 


CAAUAAAACACAAAACCCCGp 


6409 
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Fragment -Nr . 


Seguenz 


m/z 


20 


CCCAACCGp 


2530 


21 


CACAACCUACCUAACCCUAACCGp 


7254 


22 


AAAAGp 


1662 


23 


A 


267 



Tabelle 2: Fragmente tmd ihre m/z-Werte der RNA nach ei- 
nem Verdau des APC-198 Transkripts mit RNase Tl, 



In Abbildung 3 sind die mittels Maldi-TOF Massenspektro- 
5 metrie detektierten Fragmente gezeigt, die aus dem RNase 
Tl Verdau des Transkriptes resultierten . Dort ist zu er- 
kennen, dass fast alle Fragmente nachgewiesen werden 
konnten, die nach Tabelle 2 charakteristisch fur die 
vollstandig methylier-te DNA sind. Lediglich Fragmente 

10 kleiner als m/z 98 0 konnten nicht detektiert werden, da 
in diesem Bereich die fur die Maldi-TOF Analyse verwende- 
te Matrix ein zu groEes Hintergrundsignal erzeugt. Mit- 
tels dieses Spektrums konnte nun eindeutig bewiesen wer- 
den, dass die ursprungliche DNA an alien Cytosinen im CpG 

15 Kontext methyl iert war. 

Beispiel 2: Untersuchung des Methylierungszustands des 
CDH13 Gens 

Der Methylierungszustand des CDH13-Gens sollte untersucht 
20 werden, Dazu warden Sssl-methylierte DNA, uiunethylierte 
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Phi-DNA und ein geklontes methyliertes PCR-Amplif ikat uri-- 
tersucht. Zur Kontrolle wurde eine Sequenzierung durchge- 
fuhrt. Das erf indungsgemaiSe Verfahren wurde wie oben be- 
schrieben angewendet . Als Primer warden folgende Sequen— 
5 zen benutzt: TCTTTTTC TTTGTATTAGGTTGGAAGTGGT (Seq ID4) ; 

GTAATACGACTC7VCTATAGGGAG CCCAAATAAATCAACAACAACA (Seq IDS) . 
Die Transkription der Ainplif ikate ergab folgende Produk— 
te: Methyl ierte DNA: GGGAGCCCAAAUAAAUCAACAACAACAUCACOAA— 
AACAUUAAAUAAAAACUAAUAACCAAAACCAAUAACUUUAGA^ - 
1 0 CUAACGCUCCCUCGUUUUACAUAACAAAUACGAAAUAAACACCUCGCGAA^^ - 
GAAGCCCGCGAAAAUAACAUCCCAUUUACmrCUDUAAACU^ 
CACAAADCACGCUAAACAAUACCAACUAAUUCCyVCUl^ 

CTVCGAAAAACUAACGACCACUUCCAACCUAAUACAAAGAAAAAG^ (Seq ID 6) ; 
Methylierter Klon: GGGAGCCO^AAUAAAUCAACAACAACAUCACAAAAA— 
1 5 CAIJUAAAUAAAAACUAAUAACCT^AAACAAUAACUU^ 

AACGCUCCCUCGUUUUACAUAACAAAUACGAAAUAAAC^ 

GAACCCCGCGAAAAUAACAUCCCAUDUACUUCUUUAAACX^UUAA^ 

CACAAAUCACGCDAAACAAUACCAACUAAUUC^ 

CACGAAAAACUGACGACCyVCUUCCAACCUAAUACAAAGAAAAAGA (Seq ID7) . 
20 Die entstehenden Fragmente sind mit ihren entsprechenden 
m/z-Werten in Tabelle 3 aufgefuhrt. 

Abbildung 4 zeigt die mittels Maldi-TOF Massenspektro- 
metrie detektierten Fragmente, die aus dem RNase Tl Vear- 
dau des Transkriptes resultierten. Dabei konnten bei der 

25 kOnstlich aufmethylierten DNA alle Fragmente nachgewiesen 
werden, die charakteristisch ftlr komplett methylierte DISTA 
(Tabelle 3, Spalte 1 und 2) sind, lediglich Fragmente 
kleiner 980 (m/z) und gr6Ser 15250 (m/z) konnten gerate- 
bedingt nicht nachgewiesen werden. In Tabelle 3 (Spalte 3 

30 und 4) ist zusatzlich die Firagmentierung der klonierten 
DNA gezeigt. Hierbei sind die im folgenden beschriebenen 
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Unterschiede zu der kunstlich auf methyl ier ten DNA sicht- 
bar. Das 8619,3 (m/z) Fragment ist niclit mehr detektier- 
bar. Dies liegt darin begrflndet, dass das Cytosin, wel- 
ches im methylierten Zustand der zu untersuchenden DNA zu 
5 der Bildung des 8619,3 (m/z) und des 15723,7 (m/z) Prag- 
mentes fuhren wurde, of f ensichtlich nicht methyliert war. 
Dadurch entsteht ein 24021,8 (m/z) Fragment, welches dem 
Zusammenschluss dieser beiden Fragmente entspricht. Die- 
ses Fragment konnte aber aufgrund seiner Grofie geritebe- 

10 dingt nicht detektiert werden, Bei der klonierten DNA 
sind mit dem 10103,1 (m/z) und dem 5166,2 (m/z) Fragment 
noch zwei Fragmente detektierbar, die zunachst nicht er- 
wartet wurden. Ihre Entstehung resultiert aus einer - 
wahrend der Bisulf itbehandlxing der DNA - nicht stattge- 

15 fundenen Utnwandlung eines Cytosines ausserhalb des CpG 
Kontextes. Dadurch hatte das erwartet 15253,3 (m/z) Frag- 
ment eine zusStzliche Schnittstelle, welche eben diese 
beiden Fragmente bedingt. Die gleiche Ursache hat auch 
das Vorhandensein des 2602,6 (m/z) Fragmentes bei der 

20 klonierten DNA anstelle des zu erwartenden 3566,2 (m/z) 
Fragmentes. Auch hier war wieder ein Cytosin ausserhalb 
des CpG Kontextes nicht bei der Bisulf itbehandlung desa- 
miniert worden und resultierte in einer Spaltung des 
3566,2 (m/z) Fragmentes in ein 2602,6 (m/z) und ein 979,6 

25 (m/z) (nicht detektierbar) Fragment. In Abbildung 4 ist 
zusatzlich noch das Spektnmi der unmethylierten DNA ge- 
zeigt. Wie zu erwarten, treten hier neben dem 1991/3 
(m/z) Fragment keine weiteren detektierbaren Fragmente 
auf, da das RNA Transkript der unmethylierten, bisulf i- 

30 tierten DNA keine weiteren Schnittstellen aufweist als 
die der bereits beschriebenen* Kontrollsequenz am Ende des 



wo 2005/093095 



PCT/EP2005/003366 



36 

Transkrlptes . All diese interpretationen konnten durch 
eine Sequenzierung bestatigt warden (Daten nicht ge- 
zeigt) • 





Sequenz des RNA- Fragments 




ill/ £» 


Methylierte DNA 


Klon 


in/ z 


8619.3 


CCCAAAUAAAUCAA- 
CAACAACAUCACGp 


CCCAAAUAAAUCAACAA- 
CAACAUGACAT^ATACAUU- 
AAAUAAAAACUAAUAAC - 
CAAAACAAUAACUUUACA- 
AAACGp 


24021-8 

it 


15723 .7 


AAAACAUUAAAUAA- 
AAACUAAUAACCAA- 
AACCAAUAACUUUA- 
CAAAACGp 


4718 .8 


AAUUCCUUCCU- 

AACGp 


AAUUCCUUCCUAACGp 


4718.8 


2483 .5 


CUCCCUCGp 


CUCCCUCGp 


2483.5 


5731.4 


UUUUACAUAACAA- 
AUACGp 


UUUUACAUAACAAAUACGp 


5731.4 


4482 . 7 


AAAUAAACACCUCGp 


AAAUAAACACCUCGp 


4482.7 


650-4 


CGp 


CGp 


650.4 
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Sequenz des RNA- Fragments 




2296 .4 


AAAAACGp 


AAAAAGGp 


2296.4 


2224.3 


AACCCCGp 


AACCCCGp 


2224.3 


650,4 


CGp 


CGp 


650.4 


17722.7 


AAAAUAACAUCC - 
CAUUUACUUCUUUA- 
AACUAUU AAAACU - 
CAACCUCACAAAU^ 
CACGp 


AAAAUAAGAUCCCAUUUA- 
CUUCUUUAAACUAUUAA- 
AACUCAACCUCACAAAU- 
CACGp 


17722.7 


15253 .3 


CUAAACAAUACCAA- 
CUAAUUCCACUU- 
UUCCAAAAAAUAAA- 
AUUACACGp 


CUAT^CAAUACO^CUA- 
AUUCCACUUUUCCAGp 


10103. 1 


AAAAUAAAAUnACACGp 


5166.2 


3566.2 


AAAAACUAACGp 


AAAAACUGp 


2602.6 


ACGp 


979.6 


7303.4 


ACCACUUCCAACCU- 
AAUACAAAGp 


ACCACUUCCAACCUAAUAC 
AAAGp 


7303 .4 


1991.3 


AAAAAGp 


AAAAAGp 


1991.3 



Tabelle 3: Fragmente und ihre m/z-Werte der RNA nach ei- 
nem Verdau des CDH13 Transkripts mit RNase Tl • 

Bei spiel 3 Analyse von klinischen Proben 

Urn die Anwendbarkeit des erf indungsgemaSen Verfahrens zur 
Analyse klinischer Fragestellungen zu zeigen, wurden zu- 
s&tzlich mehrere Colon-Proben untersucht. Hierzu wurden 
jeweils zwei Tumor DNA-Proben mit einem hohen Methylie- 
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rungsgrad und zwei normale Colon-Proben mit elnem gerin- 
gen Methylierungsgrad ausgewahlt , Jewells 10 Klone der 
amplif izierten Promotorregion dee CDH13 Gens wurden wie 
unter Beispiel 2 beschrieben analysiert und mit Sequen- 
zierungsdaten vergleichen (Abb 5). Es zeigt sich eine 
sehr gute Korrelation zwischen beiden Methoden sowohl fur 
die ilberwiegend methylierten (Tl, T2) wie auch fftr die 
uberwiegend unmethylierten Proben (Nl, N2) . Teilweise war 
die Sequenzierung nicht in der Lage, den Methylle- 
rungsstatus in den Positionen 32, 258 and 269 zu detek- 
tieren. Diese Positionen beflnden sich entweder nahe am 
Sec[uenzierungsprlmer oder am Ende der Sequenz. Auf der 
anderen Seite erlaubte der begrenizte Messbereich des ver- 
wendeten MALDI-Spektrometers keine eindeutige Zuordnung 
aller CpG- Positionen. So kann die Abwesenheit eines Frag- 
ments nicht zwangslaufig als Abwesenheit der Methylierung 
an der untersuchten Position interpretiert werden, es sei 
denn diese Aussage ist durch den Nachweis eines langeren 
Fragments gerechtf ertigt . 

In den Klonen A und J der Probe Tl wird die Anwesenheit 
des Fragments 6+7 (m/2=5117) durch eine Methylierung an 
den Positionen 122 und 13 8, die die unmethylierte Positi- 
on 136 einrahmen, verursacht. In dem. Fall, dass mehrere 
benachbarte CpG- Positionen unmethyliert sind, werden die 
resultierenden Fragmente groSer und damit schwerer zu de- 
tektieren, SO erscheinen die Positionen 154 und 210 nicht 
analysierbar, da die entsprechenden Fragmente entweder so 
groS sind, dass sie sich nicht mehr verlasslich detektie- 
ren lassen, oder so klein sind, dass sie sich nicht mehr 
vom Hintergnondrauschen abheben. Dies stellt jedoch keine 
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grundsat zliche Einschrankung der Anwendbarkeit des erfin- 
dungsgeraaSen Verfahrens dar. Denn inzwischen sind Maldi- 
Gerate fcekannt, die RNA bis zu einer Lange von 2180 
Nvikleotid.en analysieren konnen, und die in der Lage sind, 
RNA- Oder DNA- Fragment e in der Lange von 50 bis 100 
Nukleotiden zu seguenzieren (Berkenkamp et al., Infrared 
MALDI mass spectrometry of large nucleic acids. Science, 
281, 260-262, 1998; Little et al . Verification of 50- to 
100 -mer DNA and RNA sequences with high- resolution mass 
spectrometry. Proc Natl Acad Sci USA, 92, 2318-2322, 
1995) . 

BeispieL 4 Direkte Analyse klinischer Proben 
SchlieSLich wurde ein Aliquot der bisulf itierten Colon- 
DNA-Proben direkt (ohne vorherige Klonierung) untersucht. 
Dazu wuarde zunachst ein Standard aus unterschiedlichen 
Mischung-en methylierter und unmethylierter DNA (0, 20, 
40, 50, 60, 80, 100% methyliert) hergestellt und analy- 
siert (ALbb 6) , Wie erwartet fuhrt eine verringerte Methy- 
lierungsrate zu einer verringerten IntensitSt der detek- 
tierten Fragmente. Die gilt allerdings nicht fflr das Kon- 
trollfragment (m/z = 1991) , das unabhSngig von dem Methy- 
lierungsgrad gebildet wird und daher fur die Signalnorma- 
lisierurxg verwendet werden kann. Im Vergleich zu dem 
Standard, zeigen die klinischen Proben eine andere Inten- 
sitatsra-te. Dies ist drauf zurttckzuf uhren , dass einige 
benachba-rte CpG-Positionen eine starkere Comethylierung 
aufweisen als andere. Dies ergab sich bereits aus der A- 
nalyse der Klone (s.o.). So zeigt das starke Signal fur 
die Fragmente 6, 8, 9, 13 tind 14 in der Tumor Probe Tl 
einen relativ hohen Grad an Comethylierung bei den Posi- 
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tionen 122, 13 6, 138, 145, 152, 154, 258 und 269. Hierbei 
handelt es sich urn exakt die Posi tionen, die in den meis- 
ten ' analyeierrten Fallen eine Comethylierung auf weisen 
(Abb 5) • Die normalisierten relativen Intensitaten zeigen 
5 ein Minimum von 50% Methylierung in diesen Posit ionen. 
Dagegen ist d±e TVbwesenheit eines Signals bzw. die Anwe- 
senheit eines nur schwachen Signals fur die Fragmente 1, 
3, 4 und 5 darauf zuruckzuf uhren, dass an den Positionen 
32, 81, 96 un.d 104 nur ein geringer Grad an Comethylie- 

10 rung vorliegt , Diese Beobachtungen entsprechen den Klon- 
Daten aus Bei spiel 2. Ein ahnliches Methylierungsmuster 
wurde fur die Tumor-Probe T2 gefunden. Die geringere In- 
tensitat korrespondiert sehr gut mit der nur geringen An- 
zahl an Klonen, die in dieser Probe eine Comethylierung 

15 zeigen. Die normalen Colon Proben Nl und N2 zeigen weder 
bei der direJcten Analyse noch bei der Klonanalyse eine 
Comethylierung. Insgesamt korrelieren die Ergebnisse der 
direkten Analyse der klinischen Proben sehr gut mit denen 
der Klonanalyse. 

20 

Die Comethylierung von Promotorregionen ist fftr viele 
klinische Fragestellungen von entscheidender Bedeutung. 
Wie in Abbilciung 6 gezeigt, kann das erf indungsgemSSe 
VerfcJiren die Anwesenheit von Comet hylierungen in zwei 

25 Oder mehr beixachbarten Positionen nachweisen. Diese Se- 
lektivitat stellt eine groSen Vorteil gegenCiber der di- 
rekten Bisulf ±t-Sequenzierung dar. Diese ist nicht in der 
Lage, zwischen spezifischen Methylierungsmustern \and zu- 
failiger Methylierung ohne klinische Bedeutung zu diffe- 

30 renzieren (vgl • : Song et al • : Hypermethylation trigger of 
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the glutathione-S- transferase gene (GSTPl) in prostate 
cancer cells. Oncogrene, 21, 1048-1061, 2002). 



5 Beispiel 5: Kombination aus allelspezif ischer Amplifika- 
tion und Tl RNAse-Charakterisierung 

Es sollten Sequenzen aus dem Homo sapiens v-erb-b2 e- 
rythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 Gen (Pub- 
Med Ref erenznuiraner : NM_004448) untersucht werden. Dazu 

10 wurde DNA durch eine „molecular displacement amplificati- 
on*^ hergestellt. Da in der Amplif ikation nur Cytosin, 
nicht aber Methyl cytosin eingebaut wird, ist diese DNA 
arm an 5 -Methyl cytosin. Bin Teil dieser DNA wurde an- 
schlieSend mittels der Sssl-Mfsthylase behandelt. So ent- 

15 steht eine vollstandig methylierte DNA. AnschlieSend wur- 
de die DNA bisulfitiert und mit einer Polymerase Ketten- 
reaktion sequenzspezif isch vervielf altigt . Dabei kamen 
Primer zxam Einsatz, die in ihrer Sequenz Nukleotide ent- 
hielten, die nur in einem Bisulf it-Strang aus ursprung- 

20 lich methylierter DNA vorkommen. Diese Primer amplifi- 
zierten daher nur bisulf itierte methylierte DNA. Folgende 
Primer wurden eingesetzt: tCTTTTTCATATACGTGTGGGTATAAAATC 
(Seq ID 8) ; GTAATACGACTCACTATAGGGAGCAAAaaTCAaaCAaCAACGA 
(Seq ID 9) . Diese Primer wurden in einer Endkonzentration 

25 von je 0.25 /imol/1 mit Ixfach QiagenHotStar Puffer, 0,2 
mmol/1 dNTP (jedes dNTP) , 0,04 U/^1 HotStarTaq von Qiagen 
in 25 111 mit je 10 ng DNA Templat vermis cht und PGR pro- 
zessiert. Dazu wurde folgendes PGR Programm verwendet: 
950c, 15 min; SS^^C, 1 min; SS^C, 45 s; 72'>C, 1:30 min; 

30 720C, 10 min; 41 Wiederholungen • Diese PGR Produkte wur- 



wo 2D05/093095 



PCT/EP2005/003366 



42 

den auf einem Agarose Gel analysiert (siehe Abbildung 7). 
Nach der PGR Reaktion wurd^n 10 ^1 des PGR Mixes mit 15 
fil Transkript ions -Mix vernieingt . Dieser Mix war so gear- 
tet, dass folgende Endkonzentrationen in einer 25 /xl Re- 
5 aktion verwendet wurden: Ix MBI Fermentas T7-Puffer, 0.8 

U/ixl T7-R1SIA- Polymerase, 0,5 mmol/1 NTPs (jedes) . Diese 
Mischung wurde 1 h bei 37° inkubiert xind dann wurde 1 fxl 
Tl RNAse [50U/^1] hinzu gegeben. Nach der Zugabe wurde 
erneut Ih bei 37^ inkvibiert • AnschlieSend wurde der Rak- 

10 tionsansatz wie oben besclirieben massenspektrometrisch 
untersucht. Ein so erzeugtes Spektrum ist in Abbildung 8 
dargestellt. Tabelle 4 zeigt die bei vollstandiger Methy- 
lierung erwarteten und die bei der Messung detektierten 
Massen. Es wurden alle f<ir den Fall der vollstandigen Me- 

15 thylieriing theoretisch vorhergesagten Massen, die grdSer 
als 1000 Da waren, detektdLert. Die untersuchte Sequenz 
war komplett methyliert. Dies war nach der Behaiidlung mit 
Sssi Methylase zu erwarten. Die Masse 1991,2 Da AAAAAGp, 
welche aus dem 5"-Schwanz des G-reichen Primers resul- 

2 0 tierte zeigte die vollstandige Transkription des PCR- 
Produktes . 



Markierung 


Masse 


Sequenz 


n.d. 


345.209 


GP 


n.d 


345.209 


Gp 


n.d 


345,209 


Gp 


n.d. 


674.418 


AGp 


7 


6127.806 


CAAAAAUCAAACAACAACGp 
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4 


5071 . 058 


ACUUACUUCCAAJVACGp 


n.d 


979 . 602 


ACGp 


8 


12362 . 446 


tJCAAAACDUCUCTTA A Ar*A r* ATTTTArTTA A A ATT2V H. r» ATTTTTTPf^r^ 


5 


5354 . 188 


UAUClTAAAPCnT7r^OAr*fir^ 


2 


3495 . 119 




n • d • 


650.393 


CGp 


6 


5425.277 


ACUACAUAAAAUUUACGp 


3 


5048.019 


AUUUUAUACCCACACGp 


n.d. 


1922.134 


UAUAUGp 


1 


1991.254 


AAAAAGp 


n.d. 


267.244 


A 



Tabelle 4: Fragmente imd ihre m/z-Werte der RNA aus Bei- 



spiel 3 nach einem Verdau mit RNase Tl. 
Kurze Beschreibimg der Abbildungen. 

5 

Abbildung 1 zeigt schematlech das Prinzip elner besonde- 
ren Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemalSen Verfahrens. In 
die chemisch umgewandelte DNA v/ix-d ein Promotpr einge- 
fuhrt, aus dem heraus eine C-re±che RNA transkribiert 
10 wird. Durch einen Tl -RNase -Verdau entsteht ein methylie- 
rungsspezif isches Fragmentierungsmxister . 

Abbildung 2 zeigt schematisch das Prinzip der in Abbil- 
dung 1 beschriebenen erf indungsg-emSSen Aus fuhruings form 
15 unter zusStzlicher Verwendung eines „ control tags". 
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Abbildiing 3 zeigt das MALDI-TOF Massenspektrum des mit 
KNase Tl T^erdauten Transkriptes des kunstlich methyl ier- 
ten APC-Genes (Bsp.l). Die Nummerierimg- der Peaks ent- 
spricht dfex aus Tabelle 2. 

5 

Abbildung 4 zeigt das MZ^DI-TOP Massenspektnim Beispiels 
2. 

Abbilduing 5 zeigt das Ergebnis des Beisp±els 3. Ee wurden 
10 CpG-Methyl ierungen in 10 Klonen (A- J) aias zwei bisulf it- 
umgewandel ten Colon-Tumor-DNA-Proben (TO., T2) und zwei 
normalen Colon DNA Proben (Nl, N2) ana.lysiert, Gezeigt 
sind die Brgebnlsse nach RNA-Spaltiang und MALDI-TOF 
(links) bz-w. Seguenzierung (rechts) . Die schwarzen Kreise 
15 kennzeichn^n die methylierten CpG- Posit ionen, die weissen 
Kreise kerxnzeichnen die unmet hyliert en CpG- Posit ionen, 
die grauen. Kreise kennzeichnen Fragmente , die nicht klar 
zuzuordnen waren, und die Kreuze kennzeichnen CpG- 
Positionen , die der Analyse nicht zugftngl-ich waren. 

20 

I±ib±lL6Mn!g 6 zeigt das Ergebnis des Beispi.els 4 . Es er- 
folgte eine direkte Analyse zweier bisullf it-umgewandelter 
Colon-Tumo3r -DNA- Proben (Tl, T2) \znd zweier normaler Co- 
lon-DNA- Proben (Nl, N2) iiber eine PGR, ejLne in vitro- 
25 Transkription, eine RNAse-Tl-Spaltung und eine anschlies- 
sende MALD IE -TOP- Analyse. Als Vergleich dxe DNA-Mischungen 
eines Standards (oben: Massenspektrum deir Proben Tl, T2, 
Nl und N2 ; unten: Spektrum der DNA-Gemisclie mit unter- 
schiedlichen, definierten Methylierungsgiraden. 



30 
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Abbildung 7 seigt das Agarosegel des Beispiels 3 , Darge- 
stellt ist dd.e Amplif ikation von bisulf itierter DNA von 
methylierter und unmet hylierter DNA mittels methylie- 
rungsspezif is chen T7-Domanen-Priniern . Die Primer sind so 
5 gewahlt, dass sie auf genomischer DNA und auf bisulfi- 
tierter DNA ^on uuimethylierter DNA kein Produkt bilden. 
SssI Methylase behandelte bisulf itierte DNA jedoch kanri 
amplif iziert v/erden 

10 Abbildung 8 zeigt das MALDI-TOF Spektrtim des Beispiels 3. 
Nachfolgend 1st die Tabelle 1 wiedergegeben: 
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Wte beschrieben Im DNA- 
NASBA Stand der Technik. 

Wenn die Zielsequenz dos 
Blockers mit der des 2ten 
Primers uberiappt, wird die 
Veriangerung der (-)-DNA- 
Koplen. welche den 
unmethylierten Zustand 
reprasentieren behindert 

Andemfalls werden die DNA- 
Template aufgnjnd der 
Zusammensetzung des 2ten 
Primers, der kelne CpG Oder 
TpG-Positionen abdeckt 
unabhangjg von Ihrem 
Methyliemngszustand 
berOcksichtlgt 


Wle beschrieben im DNA- 
NASBA Stand der Technik. 


Der Blocker lagert sich an die 
neu erstellten (-)-RNA-Kopien 
an, welche TpG-Positionen in 
ihrer komplement§ren Region 
auhveisen, aber nicht an 
solche , welche CpG- 
Posilionen aufwelsen. 
HIerdurch wird eine RNA- 
DNA-Heteroduplex auf RNA- 
Kopien generiert, die den 
unmethylierten Zustand 

reprasentieren. DieRNA 
innerhalb dieser 
Heteroduplexe wind durch 
RnaseH verdauL RNA- 
Kopien, welche den 
methylierten Zustand 
reprasentierBn sind nicht 
betroffen. 


Wte beschrieben im DNA-NASBA Stand der Technik. 


Wie beschrieben im DNA-NASBA Stand der Technik. 


Geschieht in der Reaktionsmischung und wahrend der 
Inkubation in Schritt #6. 


DNA-NASBA Stand der Technik 


Der zweite Primer lagert 
sfch an den kopierten (-)- 
DNA- Strong on und wird 
von der RT veriangert 
wobei ein Doppelstrang 
generiertwird. 


T7-RNA-polymeras6 
bindetan die 
doppebtrangige T7- 
Promoter Sequenz und 
generiert multiple RNA- 
Kopien des (-)-Stranges. 




- denaturiertes Reaktionsgemisch aus #5 
-T7DdRp. RNaseH 

Angemessene Mengen daroben genannten 
Enzyme werden zu der Reaktionsmischung 
hinzugegeben und fur eine langere Zeit 
(typischenA/eise 90 min) bei mittleren 
Temperaturen (typischerweise 41 "C) 
linkubiert 


Geschieht in der Reaktionsmischung und 
wahrend der Inkubation in Schritt # 6. 






Anlagemng und 
Veriangerung des 
zweiten Primers 


Transkription des 
Ampllfikats durch 
die T7-RNA- 
polymerase 
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Patentansprflche 

1. Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen, da- 
durch gekennzeichnet, dass 

a) die zu untersuchende DNA so umgesetzt wlrd, dass 5- 
Methylcytosin unverSndert bleibt, wAhrend unmethy- 
llertes Cytosin in Uracil oder in eine andere Base 
ximgewandelt wird, die sich im Basenpaarungsverhalten 
von Cytosin unterscheidet, 

b) in die DNA eine Promotorseguenz eingefuhrt wird, 

c) RNA transkribiert wird, 

d) die RNA analysiert wird, 

e) auf den Methyl ierungs status der DNA geschlossen 
wird . 

2- Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass in Schritt b) die Promotorsequenz an die DNA li- 
giert wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1-2, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass in Schritt b) eine PGR durchge- 
fuhrt wird, bei dem einer der Primer eine Promotorse- 
guenz tragt • 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-2, dadurch ge- 

kennzeichnet, dass in Schritt b) eln NASBA- oder ein 
anderes auf Transkription basierendes Amplif ikations- 
verfahren eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass als Promotoren T3-, T7- oder SP6- 
Promotoren verwendet werden. 



wo 2005/093095 



PCT/EP2005/003366 



52 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch ge- 

kennzeichJiet, dass die Analyse der RNA in Schritt d) 
mittels einer Hybridisierung an einen Oligomerarray 
erf olgt , 

7. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1-5, dadurch ge- 

kennzeichnet , dass die Analyse der RNA in Schritt d) 
massenspektrometrisch erfolgt 

8. Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen in 
DNA, dadurch gekennzeichnet , dass folgende Schritte 
durchgefuhrt werden: 

a) die zu untersuchende DNA wird so umgesetzt, dass 5- 
Methylcytosin unverandert bleibt, w&hrend 
unmethyliertes Cytosin in Uracil oder in eine soidere 
Base umgewandelt wird, die sich ±m 
Basenpaarungsverhalten von Cytosin unterscheidet, 

b) die umgewandelte DNA wird mittels elnes auf 
Transkription basierenden T^plif ikationsverfahrens 
axnplif iziert , 

c) die Amplifikate werden analysiert 

d) es wird auf den Methlyierungsstatus der untersuchten 
DNA geschlossen 

9. Verfahren zur Analyse von Cytosinmethylierungen in 
DNA, dadurch gekennzeichnet , dass folgende Schritte 
durchgefuhrt werden: 

a) die zu untersuchende DNA wird so umgesetzt, dass 5- 
Methyl cytosin unverandert bleibt, wahrend unmethy- 
liertes Cytosin in Uracil oder in eine andere Base 
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umgewandelt , die sich im Basenpaarungsverhalten von 
Cytosin unterscheidet , 

b) die umgewandelte DNA wird mittels eines auf 
Transkription basierenden Amplif ikationsverf ahrens 
amplif iziert , wobei die Amplif ikat ion in Gegenwart 
mindestens eines methylienmgsspezif ischen Blocker- 
molekQls stattfindet, das spezifisch an die Hinter- 
grund-NukleinsSure bindet, und deren Amplif ikation 
behinder t , 

c) die Amplif ikate werden analysiert, 

d) es wird auf den Methlyierungs status der untersuchten 
DNA geschlossen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Blockermolekule mit der Hintergrund-RNA DNA— 
RNA-Hybride bilden, deren RNA-Teil im Laufe des 
Amplif iktionszyklusses abgebaut wird, 

11, Verfahren nach einem der Ansprtiche 9-10, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass es sich bei dem Blocker urn ein O- 
ligonukleotid handelt, das mindestens ein methylie- 
rungsspezif isches Dinukleotid trSgt, 

12* Verfahren nach einem der Anspruche 8-11, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Amplif ikate mittels Real-Time- 
Sonden nachgewiesen werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die RNA vor der Analyse in Schritt 
d) chemisch oder . enzymatisch fragmentiert wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Fragment ie rung in Abhangigkeit von dem Me- 
thylierungsmuster der untersuchten DNA erf olgt . 

5 15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Fragment ierung <iber das Enzym RNAse Tl er- 
f olgt . 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 14-15, dadurch ge- 
10 kennzeichnet, dass die Analyse der Fragmente uber 

MALDI-TOF, tlber elektrophoretische oder tiJDer chroma- 
tographische Verfahren erf olgt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14-16, dadurch ge- 
15 kennzeichnet , dass nebeh dem Promoter zusatzlich Kon- 

trollsequenzen in die DNA eingefiihrt werden, an Hand 
derer die Vollstandigkeit der Fragmentierung uber- 
piruft werden kann. 

20 18. Verwendung der Verfahren nach den Ansprttchen 1-17 zur 
Diagnose oder Prognose von Krebserkrankiingen oder an- 
deren mit einer Veranderung des Cytosin- 
Methylierungsstatus assoziierten Krankheiten, zur 
Vorhersage von unerwunschten Arzneimittelwirkungen, 

25 zur Festlegung einer spezifischen Arzneimittelthera- 

pie, zur Oberwachung des Erfolges einer Arzneimittel- 
therapie, zur Unterscheidung von Zelltypen oder Gewe- 
ben imd zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

30 19. Ein Kit, der aus einer Bisulf itreagenz und aus min- 
destens einem Primern, der eine Promotorsequenz 
tragt , besteht . 
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20. Bin Kit gemaS Anspruch 13, der zusatzlich Enzyme 
xxnd/oder weitere Komponenten zur Durchfuhrung eines 
auf Transkription basierenden Amplif ikationsbverfah- 
ren en t halt . 

5 

21 Ein Kit gemas Anspruch 20, der zusatzlich mindestens 
ein methylierungsspezif isches Blockeroligomer ent- 
halt, 

10 22. Ein Kit, der aus einer Bisulf itreagenz, Primem und 
einem Enzym, das RNA niikleotidspezif isch schneidet, 
besteht und. optional eine Polymerase und weiteren fur 
eine Amplif ikat ion erf order lichen Reagenzien enthalt. 



15 
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